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Resumo

A espécie Phrynops geoffroanus (Testudines: Chelidae), como outras espécies de
gueldnios dulcicolas, é considerada hipdxia-tolerante. Esses animais possuem diversos
mecanismos que permitem tolerancia a ambiente com pouca ou nenhuma oxigenacdo. O
objetivo deste estudo consistiu em avaliar alteracbes na série vermelha e nas
concentragdes de intermediarios energéticos em tecidos sanguineo, hepatico e muscular
esquelético e cardiaco em hipoxia induzida. Os espécimes coletados em S&o José do Rio
Preto-SP foram divididos em dois grupos: Normoxia, em que 0S animais tiveram acesso
livre a superficie para respirarem e Hipdxia, no qual uma tela foi colocada abaixo do
nivel da agua impedindo acesso dos individuos a superficie para respirarem, durante
cinco horas. Houve diferenca (p<0,05) entre os grupos, no qual os valores de
hematocrito, concentracdo de hemoglobina, VGM e HGM aumentaram em HipOxia, 0
hematdcrito possivelmente aumenta como consequéncia da desidratacdo ou aumento do
VGM, a hemoglobina aumenta a fim de tornar o transporte de oxigénio mais efetivo aos
tecidos, 0 VGM e HGM salientam a adaptacdo do animal por meio do aumento do
volume celular e aumento de hemoglobina no eritrcito. Em relacdo ao metabolismo,
houve diferenca nas concentracbes de glicose e lactato nos trés tecidos, glicogénio
muscular e aminoacidos plasméticos, sendo as maiores concentragdes na condicdo de
hipdxia. A hipoxia reflete diretamente na baixa taxa de glicogénio e alta taxa de glicose
na musculatura, realizando assim, glicogenolise, também € constatada altas
concentragcdes de lactato, no qual devido a auséncia do oxigénio, faz com que as células
musculares realizem fermentacdo lactica para producdo de ATP. Com o intuito de
diminuir a acidose latica, o alto teor de lactato é lancado no sangue, e este € direcionado
as células hepéticas, sendo convertida em glicose pela gliconeogénese, langada na
corrente sanguinea para ser disponibilizada aos tecidos, constituindo o Ciclo de Cori. A
alta concentracdo de aminoacidos plasméatica pode ocorrer por hidrolise proteica, sendo
utilizados como substrato de gliconeogénese ou lesdo tecidual. Com base nos resultados
obtidos, conclui-se que a espécie possui manutencdo de reservas de combustiveis
fermentaveis no organismo, para que seja possivel realizar metabolismo anaerébico e
gliconeogénese, em privacdo de oxigénio.

PALAVRAS-CHAVE:  hipdxia, hematologia, metabolismo  energético,  Phrynops
geoffroanus.



Abstract

The species Phrynops geoffroanus (Testudines: Chelidae), like other species of
freshwater turtle, is considered hypoxia-tolerant. These animals have several
mechanisms that allow tolerance to the environment with little or no oxygenation. The
objective of this study was to evaluate alterations in the blood count and the
concentrations of energetic intermediates in tissues blood, hepatic and skeletal and
cardiac muscle induced hypoxia. The specimens collected in Sdo José do Rio Preto-SP
were divided into two groups: Normdxia, in which the animals had free access to the
surface to breathe and Hypoxia, in which a screen was placed below the water level,
preventing individuals from reaching the surface to breathe for five hours. There was a
difference (p <0.05) between the groups, in which hematocrit, hemoglobin, VGM and
HGM levels increased in Hypoxia, hematocrit possibly increased as a consequence of
dehydration or increase of VGM, hemoglobin increases in order to rendering oxygen
transport more effective to tissues, VGM and HGM emphasize the adaptation of the
animal by increasing cell volume and increasing erythrocyte hemoglobin. Regarding
metabolism, there were differences in glucose and lactate concentrations in the three
tissues, muscle glycogen and plasma amino acids, with the highest concentrations in the
hypoxia condition. Hypoxia directly reflects the low glycogen ratio and high glucose
rate in the muscles, thus, glycogenolysis is also observed. High concentrations of lactate
are also observed, due to the absence of oxygen, causing the muscle cells to perform
lactic fermentation for the production of ATP. In order to decrease lactic acidosis, the
high lactate content is released into the blood and is directed to the liver cells. It is
converted to glucose by gluconeogenesis, which is released into the bloodstream to be
made available to the tissues, constituting the Cori cycle. The high concentration of
plasma amino acids can occur by protein hydrolysis, being used as substrate of
gluconeogenesis or tissue injury. Based on the results obtained, it is concluded that the
species has maintenance of reserves of fermentable fuels in the body, so that it is

possible to perform anaerobic metabolism and gluconeogenesis, in oxygen deprivation.

KEY WORDS: hypoxia, hematology, energetic metabolism, Phrynops geoffroanus.
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1 Introducéo

1.1 Hipbxia

VariagcBes na disponibilidade de oxigénio sdo comuns em diversos ambientes,
incluindo os aquaticos (RICHARDS, 2011). Um ambiente aquatico pode ser
considerado normdxico quando o0s niveis de oxigénio encontram-se em torno de 80%
(aproximadamente 6 mg de O, L™ a 25°C), e hipoxico quando 0s niveis atingem
aproxidamente 30%, correspondendo a 2 mg L' de O, (MUUSZE et al, 1998;
WELKER et al, 2013), gerando uma situagdo de escassez de oxigénio que, como
consequéncia, pode ocasionar hipoxia tecidual (HILL; WYSE; ANDERSON, 2012).

Um exemplo de ambiente aquatico que apresenta grande variacdo das
concentracdes de oxigénio € o rio Preto, que por receber grande quantidade de efluentes
domésticos in natura das cidades de seu entorno € considerado um ambiente
eutrofizado, apresentando elevados niveis de degradacdo. Estudos realizados nos corpos
d’agua deste rio, que pertence a Bacia Hidrografica do Turvo/Grande,demonstraram que
a méxima concentracdo de oxigénio dissolvido foi igual a 1,7mg L, sendo insuficiente
para manter a qualidade da vida aquatica (MELO; MOREIRA; BISINOTI, 2009;
CAMPANHA, 2010).

Diversos animais estdo sujeitos a diferentes estressores ambientais que
intensificam a deplecdo de oxigénio, como congelamento de superficies, desidratacéo,
estivacdo e eutrofizacdo (MOREIRA et al, 2017). A grande maioria dos animais €
capaz de sobreviver a certo grau de hipOxia, no entanto, alguns apresentam maior
resisténcia a ambientes com baixa concentracdo de oxigénio em comparacdo a outros
(HOCHACHKA; LUTZ, 2001). Como exemplo de animais resistentes & deplecdo de
oxigénio podemos citar os queldnios, que assim como outros vertebrados, sdo animais
aerobicos que dependem do gas oxigénio para preservar seu funcionamento celular, mas
que em baixas concentracbes de oxigénio, conseguem manter um nivel minimo de
atividade metabdlica (JACKSON, 2000). Isto é possivel devido a mecanismos

bioquimicos, hematoldgicos, fisioldgicos e comportamentais que permitem sua
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sobrevivéncia em situacbes de baixa pressdo de oxigénio (MOREIRA et al., 2017;
BICKLER; BUCK, 2007), tornando-0s importantes organismos de estudo.

Ha um conjunto de adaptacGes que tornam efetivas as estratégias de defesa a
hipdxia, produzindo um estado profundo de hipometabolismo (HOCHACHKA; LUTZ,
2001), que reduz a demanda de energia e limita a utilizacdo das reservas de substrato,
bem como o acimulo de metabolitos toxicos (HICKS; WANG, 2004).

Um exemplo de estratégia consiste no aumento da afinidade da hemoglobina
pelo O, elevada capacidade antioxidante e niveis elevados de reservas de glicogénio
(FRASER et al.,, 2006; CHEN et al., 2013; LUTZ; MILTON, 2004; VENANCIO et al.,
2009; 2010; 2013).

1.2 Fisiologia e a condi¢do de hipdxia.

O hemograma é um método de estudo que possibilita avaliar condicoes
especificas do animal, como anemia, doencas inflamatérias, parasitemias e distlrbios
hematopoiéticos (FALCE, 2009).

Variagbes sazonais e fatores como temperatura, fotoperiodo e estressores
ambientais, como a eutrofizacdo, podem afetar vertebrados ectotérmicos, modificando
sua fisiologia e afetando diretamente os parametros hematologicos (SOUZA, 2004,
PITOL et al., 2008).

Segundo Moyes e Schulte (2010), o aumento do hematdcrito e da hemoglobina
elevam a concentracdo de oxigénio no sangue e auxiliam os espécimes a sobreviver em
periodos criticos de privagdo de oxigénio. Vertebrados também utilizam ajustes
cardiovasculares que contribuem na oxigenacdo adequada aos tecidos durante periodos
de disponibilidade limitada de oxigénio, por meio da modulagdo de seu fornecimento
aos tecidos (HOCHACHKA et al., 1996; HOCHACHKA,; LUTZ, 2001).

Dentre os vertebrados, os répteis aquaticos comumente submetem-se a hipoxia e
sofrem redugdes na concentragdo de O, pulmonar e no sangue durante a respiracao
associada ao mergulho prolongado (HICKS; WANG, 2004). Sabe-se que, em tartarugas
que mantém suas atividades metabdlicas sob condi¢fes anoxicas, a concentracdo de
oxigénio disponivel para sua sobrevivéncia é apenas a que se encontra dentro de seu
organismo (FUSTER et al, 1997), caracterizando um estado de hipoxemia, condicdo
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natural entre os quelénios, em que ha menos oxigénio circulando na corrente sanguinea
(HICKS; WANG, 1999).

Em quelbnios, a hipoxemia ocorre em virtude de sua anatomia cardiaca, em que
0 ventriculo ndo dividido permite a mistura de sangue Vvenoso sistémico altamente
regulado, denominado desvio D-E (direita para a esquerda) (Figura 1), no qual certa
guantidade de sangue venoso, com pouco oxigénio, desvia da circula¢cdo pulmonar e entra
novamente na circulacdo sisttmica, onde ha sangue pouco oxigenado pelo corpo
(RANDALL; BURGGREN; FRENCH, 2000; MOYES; SCHULTE, 2010). Assim, o
sangue pobre em oxigénio desvia dos pulmdes e, por conta disso, ndo se torna oxigenado,
resutando em hipoxemia arterial e redugdo no fornecimento de oxigénio aos tecidos
(HICKS; WANG, 2004). Esse desvio altera a concentracdo de O, arterial sem depender
dos pulmdes, desviando sangue do circuito pulmonar para o circuito sistémico durante o
mergulho, evitando a perfusdo do pulmdo inativo (MOYES; SCHULTE, 2010; HICKS;
WANG, 2012). Esse mecanismo é importante por regular e tornar efetiva a distribuicdo
de oxigénio aos tecidos, especialmente quando se necessita de elevadas quantidades de
oxigénio (HICKS; WANG, 2012). Sendo assim, os mesmos regulam a distribuicdo de
oxigénio de acordo com suas necessidades metabolicas (WANG; KROSNIUNASI;
HICKS, 1997, 2001).

Figura 1: Fluxo sanguineo através do coracdo de répteis ndo crocodilianos, destacando o desvio D-E.

Artéria Aorta Aorta
puimaonar esquenrta girela
\ /

Te—]
/

Alry

Fonte: MOYES; SCHULTE, 2010.
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Alguns autores acreditam que a respiracdo bimodal em peixes surgiu como
auxilio para sobrevivéncia em condicbes de hipoxia aquatica (JUNK et al., 1983;
CARTER, 1957; JOHANSEN, 1970). A mesma hipOtese pode ser considerada para 0s
queldnios dulcicolas resistentes a hipdxia, como é o caso de Phrynops geoffroanus, que
possui respiragdo prioritariamente  pulmonar, entretanto podem utilizar estruturas
extrapulmonares que absorvem o oxigénio do ambiente, como por exemplo, respiracao

cloacal, quando necessério.
1.3 Metabolismo em condi¢do de hipoxia

Quando animais hipdxia-tolerantes sdo confrontados com grave privacdo de
oxigénio, h4 duas respostas possiveis em suas vias metabdlicas. Uma delas consiste em
diminuir as atividades metabdlicas, até que seja possivel o retorno de oxigénio; a outra,
consiste na situacdo em que o animal permanece ativo e seu metabolismo é sustentado

por vias anaerdbicas de transformacdo de energia (LUTZ; NILSSON, 1997).

Diversas  adaptacBes  bioquimicas, como modificacbes epigenéticas e
moleculares, alteracbes no metabolismo redox, hipometabolismo e utilizacdo de vias
anaerdbicas sdo conservadas entre animais que toleram baixa disponibilidade de
oxigénio (BIGGAR; STOREY, 2015; STAPLES; BUCK, 2009; STOREY; STOREY,
2012). A utilizacdo de vias anaerObicas em organismos que Se encontram em privacdo
de oxigénio ¢ uma importante estratégia, no qual os tecidos com elevada concentracao
de glicogénio, como os tecidos hepatico, cardiaco e muscular esquelético, sdo utilizados
como substrato para a glicolise anaerdbica (LUTZ, 1992; LUTZ;, NILSSON;
PRENTICE, 2003; LUTZ & MILTON, 2004).

O tecido muscular cardiaco, em condicdes ideais de oxigénio, oxida
preferencialmente acidos graxos e raras vezes carboidratos (DRIEDZIC; GESSER,
1994; STANLEY, et al 2005). Entretanto, esse tecido possui alta plasticidade
metabdlica, e assim, utiliza o substrato metabolico para producdo de ATP mais
apropriado de acordo com a condicdo fisiologica que esta submetido (TAEGTMEYER
et al. 2005).
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Duas importantes vias nessas condicGes sdo a glicolise e a glicogendlise. A
glicélise é considerada uma via custosa de fornecimento de apenas duas moléculas de
adenosina trifosfato (ATP) por molécula de glicose e pode ser utilizada em condigdes
aerdbicas e anaerdbicas (NELSON; COX, 2011), enquanto que a via da glicogenolise
degrada glicogénio permitindo rapida obtencdo de unidades de glicose para produgdo de
ATP por glicélise anaerdbica (LUTZ; MILTON, 2004; NELSON; COX, 2011).

A enzima hexoquinase, pertencente a via glicolitica, necessita de uma molécula
de ATP para converter glicose em glicose-6-fosfato. No entanto quando a molécula de
glicose € proveniente da glicogenolise, ou seja, degradacdo de glicogénio tecidual, a
enzima hexoquinase ndo € necessaria, pois na glicogendlise a enzima glicogénio
fosforilase remove residuos de glicose da extremidade ndo redutora da cadeia de
glicogénio, obtendo como produto glicose-1-fosfato (Figura 2), que posteriormente é
convertida em glicose-6-fosfato pela fosfoglicomutase (Figura 3). A glicose-6-fosfato
pode entdo ser direcionada para a via glicolitica (como ocorre no musculo) e poupar um
ATP a via, ou ser convertida a glicose no figado, caracterizando a gliconeogénese
(NELSON; COX, 2014; VOET; VOET, 2006; MOYES; SCHULTE, 2010), para ser

disponibilizadas para células de outros tecidos.

Figura 2: Acéo da enzima Glicogénio Fosforilase, que remove residuos de glicose da extremidade néo
redutora da cadeia de glicogénio, obtendo como produto glicose-1-fosfato.
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Fonte: NELSON; COX, 2014.
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Figura 3: Reacdo catalisada pela fosfoglicomutase, cujo produto final é a glicose-6-fosfato.

Glicose-1-6-
-bifosfato

Glicose-1- Glicose-&6- )
P T Ser “fosfato +0,P0

I e
-fosfato Ser

H,COP0?

Fosfoglicomutase

Fonte: Fonte: NELSON:; COX, 2014.

Sendo assim, a glicose obtida a partir dos estoques de glicogénio produz trés
ATP, diferentemente da glicose obtida por outras vias que produz dois ATP por conta
da acdo da enzima hexoquinase que requer utilizacdo de um ATP (Figura 4) (NELSON;
COX, 2011; VOET; VOET, 2006; MOYES; SCHULTE, 2010).

Figura 4: Resumo da via da glicogendlise, em que a Glicose6fosfato pode ser encaminhada para a
glicélise, ocorrendo economia de um ATP.
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Fonte: adapatado de Benjamin Cummings.
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Evidencia-se assim, que a enzima glicose-6-fosfatase, que converte glicose-6-
fosfato em glicose na gliconeogénese, € exclusiva de figado e rins, sendo tais Orgaos
responsaveis por suprir a glicose para os demais tecidos (NELSON; COX, 2011,
VOET; VOET, 2006)

Tartarugas norte-americanas do género Trachemys sdo consideradas hipdxia-
tolerantes, e as mesmas utilizam o emprego da glicdlise como sendo a Unica fonte de
energia quando enfrentam situagdes de anoxia (LUTZ; NILSSON, 1997). Para manter
os niveis de ATP na auséncia de oxigénio, aumentam a taxa de gliclise, utilizando a
chamada estratégia glicolitica (LUTZ; NILSSON, 1997), a qual traz como

consequéncias altas concentracdes de acidose latica nas células.

Assim, animais hipéxia-tolerantes também devem ser capazes de resistir ao
acumulo de lactato (NILSSON, 2001). A adaptacdo para controlar essa carga acida
elevada € um complexo existente entre o célcio, presente no tecido esquelético, e o
lactato, o qual funciona como mecanismo tamponador (JACKSON, 2000), sendo assim
consegue diminuir a elevada taxa de lactato e permite que o tempo de hipoxia desses
animais seja estendido (JACKSON, 2000). Além disto, uma parte do lactato produzido
pelos diversos tecidos pode ser encaminhado até o figado do animal para servirem como
substrato para a producdo de glicose novamente pela via da gliconeogénese,
denominado Ciclo de Cori (NELSON; COX, 2011) (Figura 5).
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Figura 5: Esquema do Ciclo de Cori.

Glicose < Glicogénio

1 \ MUSCULO

Lactato

v

Gligose Lactato PLLASMA
Lactato Glicogenlise
FIGADO Gliconeogénese
Glicose < Fermentacao latica

Fonte: Elaborado pela autora.

Estudos realizados por Duncan e Marcon (2009) sugerem que a ativagdo da
glicélise anaerébica e as altas taxas de lactato desempenham importante papel no
metabolismo de carboidratos, e podem estar relacionados a sobrevivéncia em apneia e
resisténcia ao mergulho prolongado, situagbes em que ha oscilagdo da concentragdo de

oxigénio.

1.4 O queldnio dulcicola Phrynops geoffroanus.

A espécie Phrynops geoffroanus pertence a familia de queldnios aquaticos
Chelidae (Figura 6). Sua distribuicdo ocorre em regibes neotropicais, como Venezuela,
Uruguai, Norte da Argentina e regides Norte e Sul do Brasil (VIZOTTO; SILVA, 2017,
McCORD; JOSEPH-OUNI; LAMAR, 2001), sendo facilmente encontrada na bacia
hidrogréafica do Turvo/Grande, que abrange a regido Noroeste do estado de Sdo Paulo,

onde esta localizado o municipio de S&o José do Rio Preto.
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Figura 6: Espécime Phrynops geoffroanus

Fonte: Rafael Valaddo, ICMBIO.

A elevada quantidade desses quelénios no rio Preto pode ser atribuida a
facilidade de forrageio, visto que a espécie usufrui de diversas fontes alimenticias,
incluindo residuos organicos encontrados no rio, bem como a escassez de outros
organismos competidores diretos. Apesar de o ambiente ser considerado indspito para
diversos organismos, o mesmo é favoravel para P. geoffroanus, que cresce em
densidade populacional (SOUZA; ABE, 2000).

Como muitas espécies de queldnios dulcicolas, P. geoffroanus pode ser
considerada uma espécie hipOxia-tolerante, devido a capacidade de sobreviver em
ambientes com disponibilidade variavel de oxigénio, assim como 0s rios poluidos,
altamente eutrofizados, que intensificam a deplecdo de oxigénio (COELHO; GAMITO;
PEREZ-RUZAFA, 2007).

Devido a sua historia de vida natural e adaptacGes bioquimicas e fisiologicas, P.
geoffroanus pode ser considerado um bom modelo animal para estudos de tolerancia a
hipoxia (VENANCIO et al., 2013), pois apresenta diversas caracteristicas com alto
valor adaptativo, como aumento da capacidade antioxidante e suporte ao dano
oxidativo, resultantes de adaptacdes dos mesmos durante milhées de anos (VENANCIO
et al., 2009; 2010; 2013).
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Jackson (2000) defende que condicbes em que hd diminuicdo na sintese e
utilizacgdo de ATP em periodos criticos de privacdo de oxigénio em relagdo aos
mecanismos metabdlicos, ainda ndo sdo bem compreendidas. O conhecimento
relacionado aos animais silvestres brasileiros € escasso, portanto, sdo necessarias
pesquisas com finalidade de conhecer aspectos morfofuncionais do processo de
transformacdo de energia destes animais (ARAUJO et al., 2015), contribuindo para
maior entendimento a respeito da deplecdo de oxigénio em animais considerados
hipoxia-tolerantes. Em razdo dessas premissas, o presente trabalho contribui para a
avaliacdo de aspectos hematoldgicos, bioquimicos energéticos de P. geoffroanus e para
a ciéncia acerca dos ajustes fisiologicos desse quelonio a privacdo de oxigénio, assim

como a influéncia dessa condicdo em sua fisiologia.

Enfatiza-se que ha uma importante linha de pesquisa no Centro de Estudo de
Quelbnios referente a estudos bioquimicos e metabolismo oxidativo de quel6nios
dulcicolas. O grande interesse em P. geoffroanus ocorre devido a escassez de
informacdes sobre sua historia de vida e biologia. Nosso enfoque em suas adaptacdes
hematoldgicas e compensacdes fermentativas, quando em privacdo de oxigénio, se deu

pelo fato de que ndo ha relatos na literatura.
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CONCLUSOES



5 Conclusdes:

- O hematdcrito possivelmente aumenta como consequéncia da desidratacdo e perda de
volume plasméatico, uma vez que o animal ndo se hidrata durante a hipoxia ou pela
hemoconcentragdo. A concentracdo de hemoglobina aumenta durante a hipoxia a fim
de provavelmente tornar o transporte de oxigénio mais efetivo aos tecidos, evitando
possiveis lesdes teciduais. Além disso, 0 VGM e HGM salientam a adaptacdo do animal
por meio do aumento do wvolume celular e aumento do peso da hemoglobina no
eritrocito, indicando que durante a hipdxia 0s animais investem na producdo de
hemoglobina. Sendo assim, o organismo possui adaptacdes que tornam o transporte de
oxigénio para os tecidos mais eficazes quando submetidos a condicbes de deplecdo de
oxigénio;

- A preferéncia energética do glicogénio esta relacionada ao fornecimento de compostos
glicosidicos que sdo utilizados para a via da glicolise anaerdbica, uma vez que o
organismo realiza glicogendlise e gliconeogénese constantemente com intuito de manter
a glicemia do animal. Altas concentracfes de lactato sdo observadas devido a auséncia
do oxigénio, demonstrando que o organismo realiza fermentacdo lactica para a producéo
de ATP. Sendo assim, possui manutencdo de reservas de combustiveis fermentaveis no
organismo, possibilitando o metabolismo anaerdbico e gliconeogénese em condicGes de

privagdo de oxigénio.

- Conclui-se que a espécie altera sua fisiologia quando em codicdo de hipdxia,
demonstrando que possui ajustes para sobreviver por determinado periodo nessa

condicdo critica de privacdo de oxigénio.
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